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緒
著者の研究対象とした腸球菌の分類学的位置については種々の学説があるが，最も広く認め
られている Bergey'sManual (1948)(1)に従うと Fami1y Lactobacteriaceae，Tribe 
Streptococceaeの Genus'Streptococcusの Enterococcusgroupに所属されており，更
に生物性状の差異より 4菌種即ち， Streptococcus faecalis，Streptococcus liquefaciens， 
Streptococcus zymogenes，Streptococcus duransと記載されておるO また血清学的分類
に依れば Streptococcusのうちの LancefieldD 群に属すものとされている。
本菌群に関する食品衛生学上の研究対象として提供されている諸問題のうち，現在最も重要
視されている内容は 
1) 糞便汚染指標菌としての問題 
2) 飲食物の鮮度に及ぼす影響 
3) 食中毒菌としての問題
であると云える O 著者は食中毒の原因となりうる腸球菌は特殊な菌種であることから，この
問題は他の機会に検討することにして，まず一般日常食品には可成りの腸球菌が附着している
という事実より，この腸球菌の存在が食品衛生上いかなる意義を有するものかに興味を持ち， 
1)，2)の項目について研究を開始したO
まず該菌の日常食品における附着の分布を研究する基礎的な事項として菌数測定法即ち，定
量的検査法に関して研究を行った。本菌群は既に糞便汚染指標菌としてその意義が高く評価さ
れていることから糞便汚染指標菌としての定量的検査法の研究ということにもなるわけであ
る	O
糞便汚染指標菌としての腸球菌の定量的検査法は， Mallmann，Gelpi (1928)がプ{ルの水
を対象として， 検体を乳糖加ブイヨン~乙接種し， そのt澄を検鏡することに始まった。以後 
sodium azide，penicillin等の細菌発育阻害物質を応用した腸球菌の撰択培地の研究がなさ
れた。即ち， sodium azide (NaN月)を Mallmann (1940)ゆが始めて液体培地に使用した。
その後 Hajna，Perry (1943)(3)により S.F. broth，Winter，Sandholzer (1946)(のにより
長本研究の概要時昭和 30年 4月第 10回日本公衆衛生学会総会に於て発表した。
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sodium azide presumptive broth及び penicillin-methyleneblue sodium chloride 
broth slan t con五rmation medi um，Rothe (1948)により azidedextrose broth等が
考案された。最近に至り Mallmann等(1952)(5)(1953)<6)は， ethy 1 violet (以下 E.V.と
略す)を応用して dextroseazide-ョethylviolet azide broth methodを提唱した。
我国に於てはこの方面の研究は未だ日が浅く，八回教授の S.F. medium に関する研究，
那須仰による推定試験培地に B.T. B.-azide-dextrose-brothを，確認試験培地に B.T.B 
azide-dextrose也 garを使用する方法の検討の研究があるにすぎなし'0
著者(8)(9)等は腸球菌検査術式の検討の為に E.V.の各種微生物に対する発育阻害作用及び 
E. V.使用培地についての研究を行い， dextrose azide-ethyl violet azide broth method 
が従来の方法より優れていることを認めたが，確認試験培地について更に改良を要する点があ
り，且つ腸球菌の汚染指標としての意義の検討の為には，大腸菌群と比較検討をする必要があ
るため， 出来るだけ同一条件下に於て腸球菌と大腸菌辞を並行的に検査する術式が要求され
るO この目的の為に両者の推定試験を同一試料にて行い得るか否か，即ち，同じ推定試験培地
の使用が可能か否かにつき基礎的研究を行ったところ，大腸菌群と腸球菌を同一の推定試験培
地即ち， lactose brothより検出すると云う新しい術式を案出することが出来たので，本問題
を中心に研究した成績の概要を訟に報告して大方の御批判を仰ぐ次第であるO
なお腸球菌の日常食品に於ける附着状況及び該菌の日常食品の鮮度に及ぼす影響等の研究は
項をあらためて報告する。
実験成績
工基礎実験 
1 腸球菌の sodiumazide vこ対する抵抗性
腸球菌の撰択培地とし S.F. broth (Hajna， 
Perry)には0.05%，sodium azide presumptive 
broth (Winter，Sandholzerつには 0.04%，azide 
dextrose broth (Rothめには0.02%の濃度に
sodium azideが添加されており， また， Ritter 
等(1948)(10)がプールの汚染状況を検査した際にも 
0.02%の濃度に使用している。那須は推定，確定培
地の各々に 0.02%の濃度に sodiumazideを使用
している。 Mallmannand Seligmann (1950)(11) 
は水及び下水を対象にして， lactose broth，azide 
broth (Mallmann)，S. F. broth (Haji1a and 
Perry)及び azidedextrose broth (Rothe)の 
4種の培養基・の比較検討を行い， S. F. brothが 
azide dextrose brothよりもその成績に於て著明
に劣っていると述べている。また，那須のし、かの漬 
水による実験に於ても，sodium azideを0.04%に 
使用した際の成績は 0.02%に使用した際のそれよ
りも劣っていると報告してし、る。 
腸球菌に対する sodium azideの影響を解明す
る為に，かき，蛤，浅開，牛肉，野菜サラダより蒐
集した腸球菌につき sodium azideに対する抵抗
性を検査した。即ち，上記の諸検体を直接，または 
1%葡萄糖加プイヨンにて増菌した後， その 1ose 
を1%葡萄糖加寒天平板及び EMB平板にて分離
培養，釣菌したものにつき Bergey'sManual(l)の
定義に従い，グラム染色， lOoC，450Cの発育， 600C 
30分加熱試験， 0.1% methylene blue耐性， 6.5%
NaCl及び pH9.6の葡萄糖加プイヨン中の発育， 
リトマス牛乳の反応， sorbitol，glycerol，mannitol 
の分解能を検査し，腸球菌と決定した 97株を検査
の対象とした。これ等菌株を 1%葡萄糖加プイヨン
に接種し"370C 24時間培養の 1oseづ斗を 
Tryptose 20.0 g 
Dextrose 15.0g 
NaCl 5.0g 
K:aHP04 2.7g 
KH:aPO壬 2.7 g 
Aqua dest. 1，000 m l.
を基礎培地として， sodium azideを各々 0.02，
0.03，0.04，0.05，0.06%の濃度になる様に加え， 3cc 
宛小試験管に分注した培地中にうえで， 370Cの贈
第 1号 宮林: 食品衛生に関する腸球菌の研究 -109-
第 1表腸球菌 97株の Sod.azideに対する抵抗性 ()は% 
Sod. azide 
添加濃度l 0.02% 0.03% 0.04% 0.05% 0.06% 対 照 
判定時¥間--
24 86 (88.7) 
48 97 (100.0) 
72 97 (100.0) 
78 (80.4) 66 (68.0) 

97く100.0) 95 (97.9) !i)1 (93. 

97 (100.0) 97 (100.0) 95 (97. 

備考数字は被検菌 97株中の発育本数
53 (54.6) 97 (100.0) 
88 (90.7) 97 (100.0) 
90 (92.8) 97 (100.0) 
卵器にて 24，48，72時間において， その発育の有害 80diumazideが0.02%の濃度に加えられた培地中
無を肉眼的に判定した成績は第 1表である。なお，
sodium azideはメルク製品を使用した。 sodium 
azideが0.039るまでの濃度に於ては全株共48時
間後に発育を示しているが， それ以上の濃度では
sodium azideの濃度が高くなるに従って発育を示
さぬ菌株が増加していることを認めた。即ち腸球菌
の中には sodiumazideに抵抗の弱し、菌株が存在 
する事が判明した。
抵抗性の弱し、菌株に就て，商量が極めて少い際の
sodium azideによる発育の影響について菌数計
算により増殖状況を検討した。前述の基礎培地に 
sodium azideを各々 0.02，0.03，0.04%になる様
に加えた培地 100cc中に，抵抗性の弱し、菌株 Str.
faecalis NE，抵抗性の強い H5株の菌数が percc 
10以下になる様に加え，振護培養を行った成績を第
1図に示した。 H5株では， sodium azideが0.04
予告迄の濃度に於てはその増殖にあまり差がみられ
ず， 48時間後に充分発育して居る以 NE株では
第 1図 Sod. azideに抵抗の強い菌株 (H5)，
及び~~Ìt、菌株 (NE) の菌量が少い際に於ける 
Sod. azideの各菌株の発育に及ぼす影響 
270C振議培養 
108 
107 
。
に於ても発育が阻害され，且つ， sodium azideの 
濃度が高くなるに従ってその程度が強く影響される
ことを認、めた。
これ等の成績は腸球菌の M.P.N.値を算出する 
際使用する培地の中に sodiumazideを高濃度に
加えると，検体の中に sodiumazideに抵抗の弱
L、菌株が存在するー場合には，稀釈度が高くなるに従
ってその発育を阻害し数値の低下を来す因子となる
事を示し， S. F. mediumが他の培地に比較して 
劣るとされている原因の一端を明らかにした。
2. 推定試験培地について 
衛生検査指針(12)では推定試験培地として醗酵管
入りの B.T. B.加乳糖くまたは葡萄糖〉プイヨユ/ 
を使用する様に示されているが，大腸菌群検査の場 
合のB.G. L. B.培地に相当する如き確認試験培 
養基は用いられておらぬ。著者は確認試験培地に腸
球菌の発育に優秀な撰訳性をもっ培地を採用するな
らば，反って推定試験培地に細菌発育阻害物質を加
えず，多少でも腸球菌の発育を促がした方が優れた
結果を得られるのではなし、かと考え，他の菌種との
関係は一応除き，大腸菌群の推定試験培地である 
lactose brothが腸球菌の推定試験培地として使用
出来るか否かについて検討した。
かき，蛤，蛤むきみ，牛肉，野菜サラダより得た
腸球菌 5株 (Str. faecalis Kl，H 7，N 1，Str. 
1iquefaciens M 9，S 2)の一定濃度の生理的食塩
水懸濁液(大略 10，000倍の稀釈では検出されぬ程度
の菌量〉を， lactose broth， dextrose broth， 
0.02% azide. dextrose brothについて各菌液の
原液及び 10倍， 100倍， 1，000倍稀釈液 1ccづつを，
上記の培養基を 10ccづっ中試験管に分注した各培
養基の各 5木に接種し， 370C の培養を実施して，
その発育の有無を 24，48時間にて判定した。同様
な実験を 5回繰返して実施した成績を第2表に示し
た。即ち，各菌液の同じ稀釈濃度のものを同一培
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第 2表 腸球菌を単独に接種した際の推定 2図に示す。この成績のみにて腸球菌と他の菌種と
試験培地の比較成績 ()は% の lactosebroth中に於ける混合培養の状況を推
五盃町(原 液 l附 100倍1 
125 
Lactose- (100) 
Broth 125 
(100) 
125 
Dextrose- (100) 
Broth 125 
(100) 
125 120 
(96)(100) 
125 120 
(96)(100) 
125 115 
く92)(100) 
251151 
(100) I(92) 
'i n u  n u  n u倍
75 
(60) 
75 
く60) 
60 
(48) 
60 
(48) 
125 。 
-Dextrose 110 ， 75125 10 
-Broth (88) (60) (8)(100) 
定することは困難であるが，一応大腸菌群とは同時
に増殖出来るのではなし、かと推定することができ
る。
，
， ， ，  
， ， ，  
第 2図 Lactose-Brothに E. coli中5及び 
Str. faecalis H1を同時に接種した際の
各菌の増殖 
. 附裏 
y
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JJ 
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備考 上段は 48時間，下段は 72時間に
J' 
d r  
r 
JF 
r 
r '  
判定した際の陽性本数 '105 
地に接覆した合計の培養基木数は 125本である。 10' 
一一一一-E. CQH中 5
一ー一一-Str. faε己nlisH 1 dextrose broth及び lactosebrothは稀釈が高 103 
〈なっても 48時間， 72時間共に同禄な成績を示す
が， 0.02% azide dextrose brothでは接種菌量
の少なし、稀釈液では発育阻害が認められ，且つ， 72， 
時間の培養の必要がある。なお， 1，000倍稀釈液の
場合は lactose及び dextroseの brothでは 75 
""60本の陽性を示すが， 0.02%の濃度に sodium 
azideを加えた場合は 48時間の陽性本数が Oであ
る事から，菌量が極めて少ない場合には発育が阻害
されていることもこの実験成績で更に確認し得た。
以上の実験成積より腸球菌の推定試験培地には 
sodium azideを加えた培養基より lactosebroth 
或は dextrosebrothを使用した方がよいという
結果を得たので、あるが， lactose brothを使用する
時には dextrosebrothを使用した際より腸球菌
の発育による溜濁の程度がやI，.~弘、が犬援菌群と腸
球菌検査を同一検体，同一稀釈のものについて行い
得る利点がある。
著者が 0.02% sodium azide加葡萄糖寒天で発
育が阻止されぬ Str.faecalis H 1と当研究所に保
存されている大腸菌群の代表的な各株を使用して，
各々の接種菌量が 10以下Jccとなる様に 100ccの 
lactose broth中に同時に接種して 370Cの振壷培
養を行い，時間を追って 1%葡萄糖加寒天及び 0.02 
% sodium azide加葡萄糖加寒天を使用して型の
如く両者の菌数計算を行し、発育の状況を検討した成
績では， 24時間後に Str. faecalis H 1及び大腸
菌群の各株とも充分な発育を示した。その 1例を第
， ， ，  
， ， ，  
F' 
J d '  
J' 
ν噌 n u  fJE4
時間 
冒-・四一.. 。 24 l 48 
3. 確認試験培地について
確認試験培地を用うる価値としては検出率が高
く， しかも確実度の高い事が要求される。この意味
から Mallmann等(1953)くのは 0.02%azide dex-
trose brothに発育した芽胞菌に対して， sodium 
azideを 0.04%，E. V. 0.000012%合む確認培地を
考案した。しかし確認試験培地に於ても sodium 
azideの濃度を 0.04%とする時は，推定試験培地で
腸球菌の増殖を促してもなお菌株によっては発育
を阻害される場合があるので，前述の実験の結果
より sodiumazideの濃度は一応 0.03%とした。 
sodium azideを 0.03%含む基礎培地に， 腸球菌
の発育にあまり影響のなし、濃度になる様に E.V.を
加えたものに，食品中より得た腸球菌及び従来推定
試験培地として使用されていた azidedextrose 
brothで発育する Micrococcus，酵母，芽胞菌等の
葡萄糖加プイョ γ培養 1oseを接種し， 370Cの培
養を行った成績の主なるものを第 3表に示した。な
お， E. V.は NationalAniline Division製を使
用した。腸球菌は一般に E.V.が 0.00009%の濃度
に加えられた培地中でも 48時間培養で良く発育し
てレるが，なかには Str.faecalis H 9の如く 24時
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第 3表 0.03% Sod. azide加培地における各種濃度 E.V.の各種菌株に及ぼす影響 
h菌~、里一こ株V\-\添判~加定1濃時-度~間 。 
24 48 
0.00001% 0.00004% 
24 48 
0.00006% 
24 48 
0.00007% 
24 48 
0.00009% 対 昭ー持 
24 48 24 4824 48 
Str.faecalis H 9 十十 + + 十十 +十 土+ 土+ + + 
Str. faecalis K 13 +十 十+ 十+ 十十 十十 十十 +十 
M. caseolyticus _KIC +十 十+ +十 十十 +十 十十 +十 
M. epidermidis M 6 一一 一一 一一 一一 一一 十+ 
M. pyo. v. alb. K 3 +十 十+ +十 + + + + 十十 + + 
M. ureae H8 一+ ー+ 一+ 一一 一一 一一 十+
酵 母 A9 +十 +十 + + + + + + 一+ + + 
酵 母 N1 一一 一一 
B. megatherium A 1 + + 十+ 十十 十+十+
発 0.02%Sod. azide添加
間培養では E.V.の濃度が 0.00007%以上になると Polypepton 20.0 g 
発育がや L不良となる菌株があった。 M. epider- De.xtrose 15.0 g 
midis M6及び酵母 N1は sodiumazideの濃度 NaCl 5.0g 
を 0.02%より 0.03%に増加したのみで発育を阻止 Sodiurn azide 0.3 g 
することが出来たが， M. ureae H8の発育を阻止 E. V. 0.0006 g 
する為には E.V.を 0.00006%の濃度に使用せねば B.T. B. 0.032 g 
なら‘なかった。酵母 A9に対しても E.V.の影響は Aqua dest. 1，000 ml 
見られるが， M. caseolyticus KIC，M. pyogenes pH 6.8 
var. albus K 3， B. megatherium A 1等には無効 E 腸球菌検査術式の比較検討
であった。 下水 10例を検体として従来採用されて来た方法
これ等の成績より推定試験培地に於て腸球菌及び 及びその~法の各種の術式について腸球菌の M.
他の菌種の増菌されたものが確認試験培地に接種さ P. N.値を求め比較検討を試みたのこの実験に使用
れる時，腸球菌の発育を阻.止することなく且つ，他 した確認試験培地は前述の腸球菌の sodiumazide 
の菌種の発育を比較的阻害する目的の為に， sodium に対する抵抗性を検討した際に使用した基礎培地に，
azide 0.03%， E. v.0.00006%の濃度に用いれば Sodium azjde及び E.V.を表に示した各濃度に 
加えた培地を使用した。その実験成績を第4表と
効果があるとし、う結果を?一号 して示した。即ち術式 I百V，n，1，mの順に M.P. 
著者は水及び、食品中の腸球菌検査の確認試験培地 N.値が高く表われ，しかも百法に於ても確認、試
として，次の如き処方による培養基が適当であると 験の判定にや L時聞を要した経験があったが，この
いう成績を得た。本培養基をB.E. A.D. broth 原因は前述の基礎的実験によっても明らかにされて
〈宮林〉と仮称する。 し、るところである。
第 4表各撞術式における下水 10例の腸球菌 M.P. N.値(対数平均〉の比較
検査 l 菌 !大腸菌群
検査方法|工 法 lE 法| 
推定試験培地( 0附 Aziお心的恥針。th r Lacto持制h!Lacto時 Broth 
確認試験培地| lnj路島ffifl004%Sod凶 eit協21fE1371 B G L B 
完全試験 + l+I + I+ I E.M B 十l
 
Log…碍eI 1.91772 I 1附 8 I 1.82267 j 2.11捌! 2.84527 
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第 5表各種術式における食品中の腸球菌 M.P. N.値の比較
検査| 腸 球 菌 |大腸菌群 
検査方法! I 法 E 法 E 法 IV 法 
推定試験培地|0.02% Azide-Dextrose-Broth Lactose-Broth [Lacto除勧oth 
確認試験培地
0.0S3o94d 
.azide 
0.000069E6 
.V. 
0.054o%d
Sod. azide 
0.000012E%. 
V. 
0 0S3o% d .azide 
0.000069Ed 
. V. 
0.0S4o94d 
.azide iB. G: L. B 
0.000012E%. 
V. 
~一一一一完全試験|
検体~ー~一一l 十 + + 十 + 
450 450 2，300 49，000780き ヵ、 1，700 7，900 2，200 2，200 7，900。 。 45 45 230蛤 2045 20 20 68 
200450 450 200 680 
4，900 4，900 4，900 3，300 1，300臨むきみ 200200 200 200 2，800。200200 360 200 
1，8001，800 11，000 2，000 170，000牛 肉 23，00023，000 490，000 220，000 16，000，000 
2.60993Log. a verage 2.60622 3.05907 2.82538 3.46102 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
3 
4 
1 
2 
前述の基礎的な実験の結果より，検体に附着する 確認試験培地 (B.E. A. D. broth)には 0.3gの
腸球菌の菌量が少し、際にも， また， sodium azide sodium azide及び 0.0006gの E.V.を加えた。
に抵抗力の弱し、腸球菌が存在する時にも，より正確 前述の 10{gtlの検体につL、て，第 5表に示す様に 4
に M.P.N.値が算出され，しかも腸球菌以外の菌 種類の検査方法，即ち， 1，II法では推定試験培地に
種の発育により M.P.N.値に誤を生ずる危険性を 0.02% azide dextrose brothを， Jll，百法では
より少くする為に，推定試験に lactosebrothを， lactose brothを用い，確認試験培地として 1，Jl 
確認試験培地に 0.03%sodium azide及び 0.00006 法ではB.E. A. D. brothを， II，IV法では ethyl 
% E.V.加 dextrosebrothを用レる事が良好で violet azide brothを用し、て腸球菌の M.P. N. 
あることを認めた。この術式及び Mallmannが提 値を算出比較したところ，Jll法即ち推定試験培地に
唱した dextroseazide-ethyl violet azide broth lactose brothを用い確認試験培地にB.E. A. D. 
methodを中心として，かき 2例，蛤 2例，蛤むき brothを使用した術式が他の術式より高い数値を示
み 4例，牛肉 2例について腸球菌 M.P.N.値の比 した。この実験における推定並びに確認試験培地
較検討を更に試みた。この比較実験に用いた培地中 の確実度を秩討したととろ，第6表に見られる如
のベプトユ/は Polypepton(武田薬品〉を用い，腸 く推定試験培地接種本数合計 300木に対し， azide 
球菌の発育に伴う酸生成の有無、を容易に判定し得る dextrose brothは 85本， lactose brothは 225
様に第 1及び第 2燐酸カりを除き，指示薬に brom 本陽性を示し，確認試験培地で陽性を示した木数は 
thymol，blueを加えた。即ち， 工法 75本， II法 75本， m法 86本，IV法 80本で
Polypepton 20.0 g あり，確認試験陽性の試験管よりは総て腸球菌を検
Dextrose 15.0 g 出することが出来た。
NaCl 5.0g 即ち，推定試験培地陽性本数に対する確認、試験
B. T. B. 0.032 g 培地陽性本数の率は， 1，II法の方が高く表われて
Aqua dest. 1，000 ml いるが， m. IV法では稀釈の高L、所に於ても検出が
を基礎培地として，推定試験培地として用うる 0.02 良好であった。これ等の検査成績の中で興味ある所 
% azide dextrose brothには 1，000ml中に 0.2g 見を得た 2例を第 7，8表に示した。蛤の例では，
の sodiumazideを， Mallmannの ethylviolet m，lV法共確認、試験陽性の試験管より完全試験で腸 
azide brothに相当するものには 0.4gの sodium 球菌と共に Micrococcus pyogenes var. albus 
azide及び 0.00012gの E.V.を，著者の提唱する を検出したが， JI法に於てはその量が非常に少量で 
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第 6表各種術式における推定， 第 7表完全試験にて腸球菌と共に M.pyogenes 
確認試験培地の確実度 var. albusを検出せる例'(検体蛤〉
31叩伊ベ…w十[卜同川伊イ十か叫い[卜川印ベ咋w一叫--m卜ト川臼21A O検事 1O 稀釈濃度[原 液 j10 倍計 1O
;』[!陸F酌町iE?目折刊ナ明引咋引古官l目出陣ji1日;告[iz:1l;1ド(ド~ 1 01 01 01 
1 
75(88.2%) 
75 
85 
75(88.2%) 
75 
「 } ノ%つ 白  o onく uft、
566qLDODOヮ “  60 
定認全推確完
WM
法
~ 試験管1 I 
~J;'To.1 1 2 3 4 5 11 2 3 4 585 検査術式 ~I I 
nrl推定試験|十十十十十 1+++++

|確認試験 1+一一一十|一一一一一 

法 l完全試験|十一一一(+)l一一一一-
IVI推定試験 1+十十十十|十十十十十
「認門+一一一+;-一一一一
完全試験 i十一一一((イー)1一.一一一一
備考()は M.pyogenes var. albt胞を少数，
))は多数検出したことを示す。( 
第 8表確認試験が 72時間後に陽性と
なった例(検体牛肉〉
稀釈濃度 1-1附 I1，000倍
45品開1 1 2 3 1 1 2 345あった。また，牛肉の例では IV法で 72時間後に始
めて確認試験陽性となったものがあったが， nr法で !..l.Jl-~.::!...__þ.， rc.h.TIT¥推定試験|十++十十|十十十++
はこの様な事を認めなかった。 |ー十+十一 1-品|確認試験 +一一一
以上の結果より推定試験培地に lactosebroth 
1 
法|完全試験 1-+十十一|一+一一ー
を用し、た際には， azide dextrose brothを使用し •• .I I 
nrl推定試験 1+ +十十 +1十十十十十
た時よりも以後の操作に一面や L手数がかかる欠点 iV I:::~:~~:: ~.l確認試験 1-(芋)ー十一 l一(平)一一ー
があるが，確認試験培地に B.E. A. D. brothを 、法 1 r.=> /\..~~A ， 1 /-;-，|完全試験、|一(芋)一十一|一(芋)一一一
使用すればより確実な成績を得ることを確認した。 J
備考 ()は 72時間判定
夏期9種類の食品 100例について，推定試験培地に 
lactose brothを， 確認試験培地に B.E. A.D. なく，むしろ疑陽性と判定すべきもので，分離培養 
brothを使用し，腸球菌の定量的検査を行った際に にて Micrococcus及び芽胞菌が検出された。
おける各試験培地の確実度の状況を第 9表に示し もりそば，浅側，蛤，コロッケでは確認試験陽性
た。 lactose brothに接種した試験管本数は合計 試験管の総てから腸球菌を検出してしる。以上の実 
3，450本であり，発育本数即ち，推定試験陽性本数 験成績より，大腸菌群と同一の推定試験培養基であ
は2，833*である。 この中の 1，179本(41.6%)が， る lactosebrofhを用いて，以後確認試験に大腸菌 
B.E. A. D. brothで酸を生成し確認試験陽性と 群は B.G. L.B.培地に， 腸球菌は著者の考案し
認められたが，完全試験で腸球菌を確認したのは た B.E. A.D. brothを用いることにより，簡単 
1，165木 (98.8%)である。完全試験で腸球菌を認め に両菌群の菌量を定量的に測定することが可能であ
られなかった試験管 14木(1.2%)は， 何れも稀釈 ることを立証した。その方法を示すと第 3図の如く
の高い試料が接種された試験管で酸の生成が著明で である。
第 9表
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大腸菌群検査 腸球菌検査
総括及び者按 かも M.P.N.値を同時に，より正確に算出する術
糞便汚染指標としての腸球菌の定量的検査法は 式が確立されることは，この方面の研究に従事する 
Mallmann，Gelpi (1928)によって確立されたが， 人々に大なる貢献をなすものと考えられる。
大腸菌群に比較してその検査手技が繁雑で、あった為 腸球菌の検索に際して， M.P.N.値を算出する
に，糞便汚染の指標としての意義につし、ても解明さ 様な菌数が少し、場合が問題となるとき，他の菌種の
れぬ点が多かったが，近年に至り sodiumazideが 発育を阻害し，腸球菌のみ撰択的に増殖をさせる目 
Hartman(1937)によりグラム陰性樗菌の発育を著 的の為に sodiumazideを使用する際も，高濃度
明に阻害する作用があるとの発表により， Mallmann に培地に加える事は数値わ低下を来す因子となる可
により腸球菌の検索に応用された。またethylvio- 能性を含んでいる事は既述の文献によっても明らか 
斗 企
letも同氏によって用いられたものである。斯様に である。著者の実験によっても， sodium azideに 
sodium azide或は ethyl violetを利用した腸 抵抗の弱し、腸球菌が検出され，その菌株において，
球菌に対する撰択培地の研究が進むにつれて，検体 菌数の少い時には sodiumazideにより増殖が阻
中の腸球菌を定量的に算出する事が容易且つ，正確 害される程度が強い事も確認された。 Mallmann
に出来る様になり， その M.P. N.値を大腸菌群 等(のは臨球菌が 48時間にて充分発育する sodium 
M. P. N.値と比較し，汚染指標としての問題が検 azideの濃度の限界は 0.04%と述べているが，著者
討される様になった。 の例では， この濃度に於て 48時間培養を行つでも
即ち，現在までに各撞の methodが提案された 97株中 2株の発育を来さぬ菌株が存在し，これが発
が， その主なるものは Hajna， Perryの s.F. 育を肉眼的に認識できる為には 72時間を要した。 
broth，Winter等の sodiumazide presumptive sodium azideと共に腸球菌以外の sodiumazide 
broth及び penici1lin-methylene blue 80dium Vこ抵抗性のある菌種の発育阻害の為に，確認培地に 
chloride broth slant confirmation medium， E. V.を使用する事は有益な事である。著者は基礎 
Rothe の azide dextrose broth， Mallmann 及び応用実験成績より確認試験培地に使用する E.
の dextrose azide-ethyl violet azide broth v.の濃度は Mallmannは0.000012%としたが， 
method，那須の B.T. B.・azide・dextrose・broth 著者の研究成績では 0.00006%が最もよい成績であ
及びB.T. B.-azide・dextrose-agar等である。 った。その後の Mal1mann等の報告(13)に於ても
食品汚染状況判定の為の腸球菌の検索は，大腸菌 従来 0.000012%に使用していた E.V.の濃度を
群と並行して行い，両者を比較検討し，総合的な判 0.00008%がよし、と訂正したことからも著者の成績
定を下さねばならぬ状況下にあるので，両者の推定 が腸球菌検索に妥当な濃度であることが立証され
試験を同一検体より行うことは重要な事であり，し た。
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生
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以上の理由から腸球菌の検査術式として推定試
験培地に lactose brothを， 確認試験培地に B. 
E. A. D. broth C宮林〉を使用する方法が現在最も 
優れている方法であるといえる。推定試験培地に
lactose brothを使用する時には，腸球菌以外の菌 
種が充分に発育して腹球菌の発育を阻害し，検査
成績に悪影響を及ぼす危険性も考慮、され，例えば，
Prescott and Baker (1904)(1りは E. colilと腸球
菌を同時に培養した際には腸球菌の発育は 20----60
時間後にみられるとしう実験成績を報告しているが
著者の分離菌株ではその様な事は認められなかっ
た。これらの問題でも，優秀な確認培地を使用する
時には良好な成績をえることが出来る事を認めた。
B. E. A. D. broth ~こ寒天を加え平板とした B. 
E. A. D. agarは，確認試験陽性試験管よりの腸球
菌分離の為lに， 1%葡萄糖加平板， B. T. B..azide司 
dextrose-agar，E. M. B.培地と同様に使用され得
るものであり平板上の腸球菌の集落の所見は那須に
よって考案された B.T. B. -azide-dextrose-agar 
に於ける状況と等しく黄色環状集落として認められ
た。しかし栄養素の問題の為か，確認試験培地とし
て B.E. A.D. brothの代りにB.E. A. D. agar 
を使用しでみたが，前者程良好な成績を得る事は出
来なかった。
結 論
食品中の腸球菌 M.P.N.値を検索する窮法は種々あるが，大腸菌辞の推定試験培地を利用
して，それより確認試験培地を用いて M.P.N.値を求める方法に関し，基礎的問題並に応用
研究の結果，次の如き結論を得ることが出来た。 
1) 揚球菌の中には sodiumazideに抵抗の弱い菌株が在在するために， 斯様な菌株で菌
量が極めて少い場合には sodium azideに依り発育を阻害される場合があり得る。推定試験
培地としては阻害剤を加えずに充分なる腸球菌の増殖を促がした方がE確な数値を求めうるO 
2) 推定試験培地に lactose brothを使用した際には， 確認試験培地に sodium azide 
を0.03%，ethyl violetを 0.00006μ 加えた培地を使用することにより，既知の方法より数段
秀れた成績が得られ，且つ，本培地陽性のものは，完全誠l験でも極く少数例を除き腸球菌陽性
であった。このことから，時には完全試験を省略することも出来るO 
3) 以上の腸球菌検査法は大腸菌群と同時に9 且つ並行して試験が進められる所の方法であ
る。即ち，推定誠験培地が同一で、ある lactosebrothを用い， 確認試験培養基には大腸菌群
は brilliantgreenbi1e lactose brothを用い， 腸球菌は B.T. B. ethyl violet azide 
dextrose broth (宮林)を使用し， 次でそれぞれの完全試験を実施するという新しい大腸菌
群，腸球菌検査術式を考案した。本法の利点、は，誠事!の同ーサンフ。Jレより両菌の検査が実施し
うることであり，また操作が簡単であるという特徴をもっているO
稿を終るに臨み，御懇篤なる御指導と御校閲の労を執られたる恩師哲[Jr，尺教授に衷心より拝謝す。
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